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ABSTRAKT 
Mezi významné zástupce bakterií mléčného kvašení patří gram-pozitivní bakterie rodu 
Bifidobacterium. Jsou běžnou součástí střevní mikroflóry, kde pomáhají udržovat rovnováhu 
a zabraňují kolonizaci trávícího traktu patogenními mikroorganismy. Bifidobakterie jsou pro 
své probiotické účinky často používány k výrobě různých mléčných výrobků. K rychlé a 
přesné identifikaci bakterií rodu Bifidobacterium se v současné době používají molekulárně-
biologické metody. V práci jsme se zaměřili na izolaci DNA a identifikaci bakterií rodu 
Bifidobacterium pomocí amplifikačních metod založených na polymerasové řetězové reakci 
(PCR). Dále bylo provedeno statistické vyhodnocení fingerprintů, získaných pomocí rep-PCR 
s primery (GTG)5
ABSTRACT 
. 
Among the important representative of lactic acid bacteria are gram-positive bacteria of 
the genus Bifidobacterium. They are constituent part of ordinary intestinal flora, which help 
keep the balance and prevent colonization of intestinal by pathogens. Bifidobacteria are used 
in various dairy products for their prebiotic effect. Molecular biological methods are used for 
rapid and accurate identification of bacteria of genus Bifidobacterium. In our case, we have 
focused on DNA isolation and application of the polymerase chain reaction (PCR) for 
identification of bacteria of genus Bifidobacterium. Statistical evaluation of fingerprints 
obtained by rep-PCR with (GTG)5 primer was carrid out. 
Bifidobacterium, PCR, rep-PCR, fingerprinty, statistická analýza  
KLÍČOVÁ SLOVA 
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Bifidobacterium, PCR, rep-PCR, fingerprints, statistical evaluation  
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1. ÚVOD 
Představa o bakteriích mléčného kvašení (BMK) jako o skupině organismů se začala 
vyvíjet na začátku 19. století. Přítomnosti BMK v potravinách si začali brzy všímat i vědci. 
Pasteur v roce 1857 přispěl svým výzkumem fermentace mléčné kyseliny k poznání této 
skupiny oraganizmů a v roce 1873 Lister izoloval první čistou bakteriální kulturu Bacterium 
lactis [1]. První, kdo popsal příznivé účinky BMK na hostitelský organismus, byl německý 
vědec Dödrlein Zjistil, že bakterie nacházející se ve vagíně žen produkující kyselinu mléčnou 
mohou potlačovat nebo zamezovat rozvoji patogenních mikroorganismů. Další pozitivní 
účinky BMK popsal v roce 1908 Ilja Mečnikov, který uvedl možné spojení mezi konzumací 
fermentovaných výrobků a zlepšení zdraví člověka. Domníval se, že dlouhověkost u člověka 
může být spjatá s konzumací velkého množství fermentovaných výrobků [2]. 
BMK jsou přirozenou součástí různých druhů potravin, zahrnující mléčné výrobky, maso, 
zeleninu, cereálie, které mohou fermentovat. Dále tvoří přirozenou mikroflóru trávicího traktu 
člověka, živočichů i hmyzu. Jsou to heterogenní organismy, které dokáží fermentovat různé 
druhy živin primárně za vzniku kyseliny mléčné [3]. Jedná se především o bakterie gram-
pozitivní, acidotolerantní, nesporolující a anaerobní, které mohou tolerovat kyslík [2]. Některé 
mikroorganismy zkvašují sacharidy na jediný konečný produkt, kterým je kyselina mléčná. 
Takové kvašení se nazývá homofermentativní (nejznámější druhy Lactobacillus delbrueckii, 
Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus plantarum). Častěji však vzniká při kvašení více 
produktů (kromě kyseliny mléčné je to oxid uhličitý, octová kyselina a ethanol) a pak 
hovoříme o kvašení heterofermentativním (nejznámější druhy jsou Lactobacillus fermentum, 
Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri). Množství jednotlivých produktů a vzájemný 
poměr mezi nimi závisí značně na podmínkách prostředí a individuálních vlastnostech 
jednotlivých kmenů [4].  
Orla-Jensen rozdělil bakterie mléčného kvašení do 7 rodů: Betabacterium, 
Thermobacterium, Streptobacterium, Streptococcus, Betacoccus, Tetracoccus a 
Microbacterium. V současné době se zachovalo pojmenování jen pro rod Streptococcus [2].   
Mezi BMK zahrnujeme následující rody bakterií Aerococcus, Atopobium,  Carnobacterium, 
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Paralactobacillus, 
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella. Dále jsou k této 
skupině řazeny některé rody bakterií patřící do kmene Actinobacteria a to Bifidobacterium, 
Gardnerella, Scardovia a Parascardovia [5]. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Bakterie 
Bakterie jsou prokaryotické organismy. Stavba prokaryotické buňky je ve srovnání s 
buňkou eukryotickou jednodušší a neobsahuje membránové struktury. Bakterie mohou mít 
různý tvar (Obr. 1). Bakterie kulovitého tvaru označujeme jako koky (kolonie dvou koků – 
diplokoky, kolonie čtyř – tetrakoky), řetízkovité kolonie – streptokoky, hroznovité kolonie – 
stafylokoky. Bakterie tyčinkovitého tvaru se nazývají tyčky, mohou vytvářet dvojice nebo 
řetízky. Vibria jsou bakterie, které mají tvar zakřivené tyčinky. Dlouhé, několikrát zvlněné 
bakterie jsou označovány jako spirily. Dlouhé, šroubovitě stočené bakterie jsou spirochéty 
[6]. 
 
 
Obr. 1: Tvary bakterií [7] 
Bakteriální buňka se skládá (Obr. 2) z buněčné stěny, jež buňku chrání a udržuje její tvar. 
Některé bakterie mají ještě vnější cytoplasmatickou membránu, která je tvořena 
lipopolysacharidy. Tyto bakterie bývají označovány jako Gram-negativní bakterie. Rozdělení 
bakterií na Gram-negativní a Gram-pozitivní bakterie je odvozeno od toho, jak reagují při 
speciální technice barvení, kterou použil dánský vědec Hans Christian Gram. Bakterie, které 
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rychle ztrácely barvu, byly označeny jako Gram-negativní, ty, jež barvu ztrácely pomalu a 
dlouho zůstaly modré, byly označeny jako Gram-pozitivní. Mnoho bakterií je chráněno silnou 
vrstvou slizu, která obklopuje buňku a vytváří slizové pouzdro nazývané kapsulka. Pod 
buněčnou stěnou je cytoplazmatická membrána, která má stejnou stavbu jako membrána 
eukryotních buněk. Je tvořena dvojvrstvou fosfolipidů, v níž jsou vmezeřené molekuly 
bílkovin. Bakteriální buňka obsahuje cytosol, v němž se vyskytuje velké množství ribosomů. 
V cytosolu je volně uložená jediná dvouřetězcová a do kružnice uzavřená molekula DNA. 
Tato cirkulární molekula DNA představuje jediný chromosom a nazývá se nukleoid. Velká 
část bakterií má ještě kromě chromosomu několik malých, do kružnice uzavřených molekul 
DNA, nazývaných plasmidy. Plasmid je asi tisíckrát menší než bakteriální chromosom a nese 
doplňkovou genetickou informaci. Na povrchu některých bakterií se vyskytují fimbrie, krátká 
a jemná vlákna trčící všemi směry ven z povrchu bakteriální buňky nebo bičíky, dlouhé 
bílkovinné vlákno, které rychle rotuje a tak bakterii pohání vpřed [8]. 
 
Obr. 2: Stavba bakteriální buňky [9] 
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Bakterie se rozmnožují nepohlavně. Většina bakterií se rozmnožuje dělením. Dělení je 
charakterizováno tím, že ve střední části buňky začne z cytoplazmatické membrány vyrůstat 
prstencovitá vychlípenina směřující dovnitř buňky, až se vytvoří přepážka rozdělující buňku 
na dvě zhruba stejně velké části. Jenom několik druhů bakterií se rozmnožuje pučením. Při 
pučení má dceřiná buňka velmi malé rozměry a postupně dorůstá. S mateřskou buňkou je 
přitom stále spojena pouze úzkým krčkem [10]. 
Podle potřeby kyslíku můžeme bakterie rozdělit do 4 skupin: 
 Aerobní bakterie získávají energii dýcháním a využívají vzdušný kyslík. Aerobní     
bakterie potřebují kyslík ke svému životu a nemohou žít v prostředí, kde se kyslík 
nevyskytuje. 
 Anaerobní bakterie mohou žít v prostředí i bez vzdušného kyslíku. Získávají 
energii kvašením (fermentací) organických látek procesem glykolýzy. 
 Obligátně anaerobní bakterie jsou bakterie žijící trvale v prostředí bez kyslíku a 
kyslík je pro ně jedovatý. 
 Fakultativně anaerobní bakterie mohou využívat vzdušný kyslík, pokud je 
přítomen, ale mohou přežívat i v prostředí bez kyslíku, kdy získávají energií 
fermentací [11]. 
2.2. Bakterie rodu Bifidobacterium 
2.2.1. Historie 
Bifidobakterie byly poprvé izolovány v roce 1900  Tissierem ze stolice kojenců. Bakterie 
měli charakteristický tvar ,,Y‘‘ a byly pojmenovány jako Bacillus bifidus. Tyto bakterie byli 
anaerobní, gram-pozitvní a neprodukovaly během svého růstu plyny. Během let 1900 - 1957 
proběhla řada změn v pojmenování těchto bakterií. V roce 1917 Winslow navrhnul zařazení 
bakterií do čeledi Lactobacillaceae a o tři roky později Holland pojmenoval tyto bakterie jako 
Lactobacillus bifidus. V roce 1924 Orla-Jensen navrhnul, aby se tyto bakterie zařadili do 
samostatného rodu Bifidobacterium. Vzhledem k podobnosti s laktobacily byly stále řazeny 
mezi bakterie rodu Lactobacillus, jak bylo uvedeno i v 7 vydání Bergey´s Manual of 
determinative bakteriology. Řazení bifidobakterií mezi laktobacily přetrvalo až do roku 1974, 
kdy v 8 vydání Bergey´s manual of determinative bakteriology byly bakterie zařazeny do 
samostatného rodu Bifidobacterium. Rod tvořilo 8 druhů. Bakterie rodu Bifidobacterium byly 
zařazeny do rodiny Actinomycetaceae a řádu Actinomycetales. Nové druhy popisu přispěli 
k reklasifikaci a uznání 24 druhů patřících do rodu Bifidobacterium v prvním vydání Bergey´s 
Manual Systematic bakteriology. Později bylo přidáno dalších 8 druhů k předchozím 24, což 
vedlo k celkovému počtu 32 druhů v rodu Bifidobacterium. Po zavedení fenotypových testů 
byl z rodu Bifidobacterium  oddělen samostatný rod Gardnerella [12]. 
2.2.2. Čeleď Bifidobacteriaceae 
Doména: Bacteria, Kmen: Actinobacteria, Třída: Actinobacteria, Řád: Bifidobacteriales 
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Morfologicky i ekologicky jsou značně rozmanitou skupinou. Nacházejí se v ústní dutině, 
trávicím traktu a v klinickém materiálu. Příslušnost k čeledi je jednoznačně určena složením a 
sekvencí nukleotidů genu pro 16S rDNA [13]. 
Rody: Bifdobacterium, Aeriscardovia, Falcivibrio, Gardnerella, Parascardovia, Scardivia 
Bifidobakterie (Obr. 3) jsou tyčky o velikosti 0,5 až 0,8 x 2,0 až 8,0 μm, velmi 
rozmanitého tvaru, obvykle mírně zakřivené až kyjovité, často ztluštělé či s náznaky větvení. 
Jsou uspořádané jednotlivě, po dvou ve ,,V‘‘ seskupení, občas v řetízcích, palisádách nebo 
růžicích. Příležitostně  vykazují ztluštěné  kokovité tvary. Tvary bakterií výrazně ovlivňují 
látky obsažené v živném médiu jako jsou N-acetylglukosamin, alanin, kyselina asparagová, 
kyselina glutamová, serin a Ca2+ v živném médiu. Jsou grampozitivní, často nepravidelně 
obarvené, nepohyblivé, nesporolující, neacidorezistentní, anaerobní (některé druhy mohou 
růst na vzduchu s doplňkem 10% CO2) [14].  
 
Obr. 3: Morfologie buněk rodu Bifidobacterium [15] 
2.2.3. Stavba buněčné stěny bifidobakterií 
Buněčná stěna bifidobakterií má typickou strukturu, která je charakteristická pro gram-
pozitivní bakterie. Je složená ze silné peptidoglykanové vrstvy obsahující polysacharidy, 
12 
 
bílkoviny a kyselinu teichovou. Aminokyselinové složení základních tetrapeptidů je nejen 
druhově odlišné, ale liší se i mezi jednotlivými kmeny jednoho druhu. Obvykle je tetrapeptid 
tvořen L-alaninem, kyselinou D-glutamovou, L-ornithinem a D-alaninem. U některých kmenů 
může být ornithin nahrazen lysinem. Další diferenciace mezi kmeny jsou ovlivňovány mírou 
křížových vazeb mezi sousedními tetrapeptidy; tj. zda vazba vznikne mezi jednou nebo více 
aminokyselinami [12]. 
Glukóza, galaktóza a často rhamnóza jsou součásti polysacharidů, které tvoří bunečnou 
stěnu bifidobakterií. Kvantitativní a kvalitativní zastoupení jednotlivých cukrů je druhově 
rozdílné, liší se i mezi kmeny a zaleží také na podmínkách růstu. U B. longum a B. 
catenulatum se polysacharidy uvolňují z buněčné stěny působením N-acetylmuramidasy, jsou 
kovalentně vázány k peptidoglykanu díky fosfodiesterovým vazbám mezi redukčním koncem 
polysacharidu buněčné stěny a uhlíkem C-6 N-acetyl-muramové kyseliny. Extracelulární 
polysacharidy produkované buňkami B. longum, kultivovanými v odstředěném mléku a 
droždí popsal Abbad Andaloussi [12]. Struktura vyloučených polymerů vychází ze struktury 
jejich podjednotek (glukóza, galaktóza, malé množství kyseliny uronové a hexoamínů).  
Vazba mezi kyselinou lipoteichovou a polysacharidovým řetězcem obsaženým v bunečné 
stěně bakterie, je zodpovědná za vazbu na střevní stěnu. Několik druhů bifidobakterií má 
odlišnou strukturu lipoglykanu, kde L-alanin nahrazuje obvyklý D-izomer. Imunochemické 
studie ukázaly, že kyselina lipoteichová je pro bifidobakterie bežným antigenem, navíc 
bílkoviny a kyselina lipoteichová určují hydrofobní charakter povrchu bifidobakterií [12]. 
2.2.4. Taxonomie bifidobakterií 
Identifikace druhů byla založena na fenotypových a biologických testech, jako je 
sledování profilů fermentace sacharidů, elektrolytická pohyblivost enzymů a rozdíly 
v morfologii buněk. Tyto metody byly základem pro identifikaci a taxonomické zařazení 
bakterií. Použití uvedených metod však mnohdy vedlo k nejasným výsledkům. V současné 
době jsou preferovány molekulárně biologické metody a jejím výsledkům je dávána přednost. 
Po jejich zavedení došlo k významným změnám v oblasti bakteriální taxonomie. Přesná 
identifikace mnoha bakteriálních druhů může být provedena analýzou genové sekvence rRNA 
(především analýza genové sekvence 16 rRNA), která je považována za základní kámen 
moderní taxonomie. Všechny druhy bakterií patřící do rodu Bifidobacterium tvoří jednotnou 
fylogenetickou jednotku, kde shoda sekvencí DNA mezi jednotlivými členy rodu není menší 
než 93% při analýze genové sekvence16S rDNA. Ve fylogenetickém stromě bakterií jsou 
bifidobakterie řazeny mezi gram-pozitvní bakterie s vysokým obseham G+C společně s 
dalšími rody jako Streptomyces, Actinomyces a Propionibacterium. Pokud použijeme analýzu 
16S rDNA pomocí indexu podobnosti, je obtížné rozlišit mezi sebou rody Gardnerella a 
Bifidobacterium. Bakterie rodu Gardnerella mají mnohem menší obsah G+C (42%) než 
Bifidobacterium (55-65%) [14]. 
Je požadováno, aby pro zařazení do druhu bylo dosaženo 70 % shody sekvence na základě 
DNA-DNA hybridizace genomů a více než 97 % shody sekvence genů 16S rRNA [16,17]. 
Tato kriteria byla určena empiricky, nemají žádný teoretický základ.  Kmen, který má menší 
než 97 % příbuznost sekvence 16S rRNA a rozdíl v teplotě tání DNA větší než 5 %, patří do 
nového druhu.  Klasifikace založená na sekvenci rRNA genu není ale dostačující. Izoláty, 
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které mají větší než 97 %  shodu sekvencí RNA genů mohou, ale nemusí mít 70 % shodu 
sekvencí geonomů stanovenou DNA-DNA  hybridizací [17]. 
Další rozvoj v oblasti bakteriální taxonomie nastal při zavedení polyfázního přístupu. 
Vznikl před několika lety s cílem integrovat různé typy dat a informací (fenotypové, 
genotypové a fylogenetické). Genotypové informace se čerpají z nukleových kyselin 
přítomných v bakteriální buňce. Fenotypové informace se získávají z protienů a jejich funkcí, 
z různých chemotaxonomických markerů (buněčné mastné kyseliny, exopolysacharidy a 
polární lipidy) a široké škály charakteristických znaků (morfologie, enzymologie a serologie). 
Tato metoda byla uznána International Committee on Systematic Bakteriology jako nový 
nástroj pro popis druhů, což vedlo k revizi stávající nomenklatury některých bakteriálních 
skupin [14].  
2.2.5. Výskyt bifidobakterií 
Nacházejí se v ústech a ve střevním traktu teplokrevných obratlovců včetně člověka, u 
hmyzu a v odpadních vodách Všechny doposud popsané druhy se dají rozdělit do 6 skupin 
podle místa výskytu: lidské střevo, ústní dutina, strava, zvířecí trávící trakt (GIT), hmyzí 
trávící trakt a odpadní vody. Do tzv. lidské skupiny patří zejména bifidobakterie, které se 
vyskytují v zažívacím traktu dospělých a dětí. Do této skupiny řadíme následující druhy 
bakterií: Bifidobacterium pseudocatenulatum, Bifidobacterium catenulatum, Bifidobacterium 
adolescentis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium breve, 
Bifidobacterium angulatum a Bifidobacterium dentium. Mezi živočisné druhy zahrnujeme 
především druhy, které byly izlované ze stolice prasat: Bifidobacterium suis, Bifidobacterium 
thermophilum, Bifidobacterium choerinum, Bifidobacterium aerophilum, Bifidobacterium 
psychroaerophilum, Bifidobacterium thermacidophilum subsp. porcinum a Bifidobacterium 
boum. Dále druhy izolované ze stolice telat, krav a kuřat: Bifidobacterium animalis, 
Bifidobacterium magnum, Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacteriumglobosum, 
Bifidobacterium merycicum, Bifidobacterium ruminantium, Bifidobacterium saeculare a 
Bifidobacterium cuniculi [12,14]. 
Střevní mikroflóra je velmi složitý ekosystém. Složení střevní mikroflóry závisí na věku, 
zdravotním stavu, způsobu stravování a na adaptaci jednotlivých bakteriálních druhů, 
ovlivňuje celkové složení střevní mikroflóry [14].  
Kultivační studie ukázaly, že trávicí trakt novorozenců je nejprve kolonizován 
enterobakteriemi a gram-pozitivními koky, které vytvářejí redukční prostředí příznivé pro 
rozvoj rodů Bacteroides, Bifidobacterium a Clostridium během prvního týdne života. Během 
prvních týdnů po narození mikroflóra kojenců, kteří jsou kojeni jen mateřským mlékem, je 
převážně tvořena bifidobakteriemi. Počet zástupců čeledi Enterobacteriaceae naopak klesá. 
Po zavedení pevné stravy do výživy kojenců se výrazně změní složení mikroflóry. Pokud jsou 
kojenci během prvních dní života krmeni umělou výživou, dochází u nich k větší diverzitě ve 
složení střevní mikroflóry se zvyšujícím se počtem zástupců čeledi Enterobacteriaceae. Se 
stoupajícím počtem zástupců čeledi Enterobacteriaceae se zvyšuje i počet jednotlivých druhů 
rodů Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium, Eterococcus a Streptococcus. Složení střevní 
mikroflóry u člověka se mění s věkem. Může docházet k individuálním rozdílům ve složení 
mikroflóry na úrovni rodů a druhů. S rostoucím věkem klesá počet bifidobakterií a roste počet 
druhů Bacteroides.  Populace bifidobakterií detekovaná ve stolici kojenců je tvořena většinou 
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jedním až třemi druhy a to zejména B. breve, B. infantis, B. longum a B. bifidum. Zatímco 
stolice dospělých obsahuje nejvíce B. adolescentis  a B. catenulatum. Bifidobakterie byly také 
detegovány v ústní dutině. Nejběžnějším druhem je B. dentium, který je pravděpodobně 
zodpovědný za tvorbu zubního plaku [14].  
Bifidobakterie můžeme také najít ve výkalech zvířat (králíků, telat a myší). Mohou být 
součástí trávícího traktu  zvířat a hmyzu. Analýza genomové diverzity bifidobakterií 
izolovaných z různých frakcí prasečího slepého střeva byly objeveny dva nové druhy (B. 
aerophilium a B. psychroaerophilium). Mnoho druhů bifidobakterií bylo identifikováno 
v odpadních vodách v důsledku kontaminace výkaly; jen druhy B. subtile a B. minimum byly 
nalezeny pouze v odpadních vodách. Tři druhy byly izolované z trávícího traktu včely  
medosné [14]. 
 
2.2.6. Metabolismus bakterií rodu Bifidobacterium 
Optimální teplota pro růst bifidobakterií je  37 - 41 °C, při teplotách nižších než 20 °C 
nebo vyšších jak 46 °C, dochází k zastavení růstu. Výjimkou je B. thermacidophilum, která je 
schopná růst i při teplotě 49,5 °C. Bifidobakterie jsou tolerantní ke kyselému prostředí. 
Optimum pH se nachází v rozmezí 6,5 - 7,0. Nerostou pod hodnotou pH 4,5 (jedině B. 
thermacidophilum roste při pH 4,0)  ani nad hodnotou pH 8,5 [12,13,4]. 
Test na katalázu bývá negativní, vzácně může být pozitivní u méně senzitivních kmenů 
(B. indicum a B. asteroides). Některé druhy mohou  růst na vzduchu doplněném o 10% CO2. 
Pro růst obvykle vyžadují různé vitamíny. Charakteristickým klíčovým enzymem rodu je 
fruktóza-6-fosfát-fosfoketoláza, která katalyzuje fermentaci hexoz po tzv. fruktózo-6-
fosfátové dráze za vzniku acetylfosfátu a erytrózo-4-fosfátu. Enzym fruktóza-6-fosfát-
fosfoketoláza slouží jako taxonomický nástroj pro identifikaci bifidobakterií, nedokáže ale 
rozlišit jednotlivé druhy bifidobakterií mezi sebou. Hlavním produktem fermentace jsou 
kyseliny mléčná a octová v molárním poměru 3:2 CO2
2.2.7. Význam výzkum bifidobakterií 
, kyselina máselná ani propionová se 
netvoří. Kyselina mléčná je převážně v L(+) formě a je tudíž snadno metabolizovatelná 
dětským organismem. K další produktům fermentace patří laktóza, galaktóza, rafinóza a 
sacharóza, které jsou produkovány velkým množstvím druhů. Šestiuhlíkaté sloučeniny jako 
mannitol a sorbitol jsou metabolizovány jen omezeným počtem druhů. Bifidobakterie mají 
také extracelulární enzymy, které katalyzují hydrolýzu polysacharidů, jako jsou amylopektin, 
amylóza a xylan nebo degradují žaludeční mucin u prasat. Bifidobakterie mohou produkovat 
také některé vitamíny a to zejména thiamin a laktoflavin, jakož i některé vitamíny ze skupiny 
B a K [13,14,4]. 
Je známo, že bifidobakterie mohou mít prospěšný vliv na zdraví člověka. Mezi hlavní 
účinky patří: (1) stimulace imunitní odpovědi, (2) pomáhají udržovat rovnováhu a 
znesnadňují jiným patogenním mikroorganizmům pomnožení ve střevech, (3) tyto bakterie 
jsou vybaveny mechanizmy, kterými detoxikují škodlivé složky tráveniny, (4) mohou sloužit 
jako prevence proti zácpě, průjmům a dalším střevním infekcím, (5) zlepšují schopnost 
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tolerovat laktózu a (6) bifidobakterie mohou být použity k obnově střevní mikroflóry po 
léčení antibiotiky [18]. 
Používají se jako probiotika, což jsou živé mikroorganismy přidávané do potravin nebo do 
potravinových doplňků, které příznivě ovlivňují zdraví jejich konzumenta zlepšením 
rovnováhy střevní mikroflóry [19]. K nejpoužívanějším druhům bifidobakterií 
v probiotických výrobcích patří B. longum, B. breve, B. bifidum, B. infantis a B. lactis [18]. 
Bifidobakterie s probiotickými účinky musejí mít schopnost usídlit se v zažívacím traktu 
člověka, musejí mít tedy schopnost překonat v žaludku pro ně nepříznivé prostředí (žaludeční 
šťávy), musí snášet žlučové kyseliny a nízké povrchové napětí a musí odolávat střevní 
peristaltice [19]. 
Kmeny bifidobakterií se v mlékárenské praxi používají v kombinaci s dalšími bakteriemi 
mléčného kvašení při výrobě fermentovaných mléčných výrobků např. jako součást výrobků 
na bázi jogurtů [4].  
2.3. Identifikace bifidobakterií pomocí molekulárně-biologických metod 
S příchodem molekulárně-biologických metod se výrazně rozšířily možnosti pro 
spolehlivou identifikaci jednotlivých izolátů a také umožnili sledovat evoluční vztahy mezi 
mikroorganismy. Molekulárně-biologické metody mohou být použity k identifikaci a 
charakterizaci jednotlivých organismů [14]. 
2.3.1. Polymerázová řetězová reakce 
Koncept amplifikace DNA poprvé navrhnul H. Gobind Khoranav 1971 [20]. V roce 1983 
objevil Kary B. Mullis princip polymerázové řetězové reakce (polymerace chain reaction - 
PCR) a o dva roky později byla tato metoda úspěšně zavedena do praxe. Za tento významný 
objev v oblasti molekulární biologie obdržel v roce 1993 Kary B.Mullis Nobelovu cenu [21]. 
Tato elegantní metoda měla revoluční vliv na všechny odvětví molekulární biologie [20]. 
PCR je enzymová metoda sloužící k rychlé syntéze velkého množství definovaného úseku 
DNA „in vitro“. Tato metoda, podobně jako molekulové klonování, umožnila řadu 
experimentálních přístupů, jež byly dříve neproveditelné a počet aplikací PCR neustále roste. 
Vzhledem  k vysoké citlivosti detekce je možné PCR použít pro zjištění přítomnosti velmi 
malého množství nukleové kyseliny ve vzorku. Základem úspěšné reakce je použití 
neporušeného úseku DNA, který má být amplifikován. Velmi důležitým předpokladem pro 
úspěšnou reakce je navržení vhodných primerů tak, aby byla zajištěna specifika reakce. Jak 
návrh oligonukleotidových primerů, tak programování reakčních kroků, vychází z obecné 
znalosti struktury DNA a ze znalosti sekvence ke které  jsou příslušné oligonukleotidy 
komplementární. Je tedy nutné zdůraznit, že pro PCR je nutné znát sekvence alespoň 
hraničních úseků fragmentu, který má být amplifikován [22]. 
2.3.1.1. Princip PCR 
PCR je založena na replikaci nukleových kyselin, která je základním molekulárním 
procesem všech živých organizmů. Podstatou PCR je cyklicky se opakující enzymová syntéza 
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nových řetězců vybraných úseků dvouřetězcové DNA ve směru 5‘→ 3‘ , katalyzována DNA-
polymerázou. Studovaný úsek nukleotidové sekvence je vymezen připojením dvou primerů, 
které se vážou na protilehlé konce řetězce DNA tak, že jejich 3‘- konce směřují proti sobě. Po 
přidání DNA-polymerázy a nukleotidů pak probíhá syntéza nových vláken na obou 
matricových řetězcích protisměrně. K syntéze DNA se využívají termostabilní polymerázy, 
odolávající teplotám při nichž se DNA denaturuje. To umožňuje, aby syntéza DNA probíhala 
opakovaně formou cyklů. PCR je proces, při němž se v závislosti na teplotě reakční směsi 
pravidelně střídají tři kroky, během nichž probíhají tři odlišné děje s odlišnými požadavky na 
teplotu (Obr. 4). 
 Denaturace templátu. Tohoto efektu je dosaženo zvýšením teploty vzorku na 
95 °C. DNA je denaturována zpravidla 1 - 5 minut. Je důležité, aby došlo ke 
kompletní denaturaci obou vláken. Jinak by totiž mohlo dojít k velmi rychlé 
renaturaci celé molekuly, což by zabránilo interakci s primery. V prvním cyklu bývá 
denaturace zpravidla prodloužena, aby proběhla kompletní denaturace templátu. 
Dochází k rozrušení vodíkových můstků v molekule DNA a vzniká jedořetězcová 
molekula (ssDNA).  
 Připojení primerů (annealing).Tímto druhým stupněm je vlastně renaturace, při níž 
je reakční směs ochlazena na zvolenou teplotu, která se pohybuje okolo 55 °C. 
Teplota vhodná pro tuto reakci závisí na délce oligonukleotidu a na zastoupení A-T a 
G-C párů. Lze ji zpravidla vyčíst přímo z údajů výrobce primerů. Pro řadu primerů 
délky kolem 20 nukleotidů však vyhovuje annealing při teplotě 54 °C a protokol je 
případně optimalizován dle výsledků dosaženým v prvním experimentu. 
 Syntetická fáze (elongace). Jedná se o extensi připojených primerů DNA 
polymerázou. V této fázi jsou tedy připojovány jednotlivé deoxynukleotidy ve směru 
5‘→ 3‘. Teplota je v případě použití Taq polymerázy při tomto kroku zvýšena na 
75 °C, což je teplotní optimum tohoto enzymu.  
Výtěžek je závislý na vhodných reakčních podmínkách, které je často třeba optimalizovat. 
Jedná se zejména o koncentraci Mg2+  iontů a annealing teplotu [23]. Hořečnaté ionty tvoří 
rozpustný komplex s jednotlivými 2´-deoxyribonukleosid-5´-trifosfáty (dNTP) rozpoznávaný 
DNA-polymerázou. Jelikož ionty Mg2+  interagují nejen s dNTP, ale i s primery, templářovou 
DNA, EDTA a dalšími chelatačními činidly, je třeba ve většině případů stanovit pro každou 
aplikaci optimální koncentraci iontů Mg2+
Postupným opakováním tohoto procesu se exponenciálně (2n , n = počet cyklů) 
syntetizuje až 109 kopií vybraného úseku DNA. Optimální počet cyklů je závislý na výchozí 
koncentraci templátové DNA a zpravidla se pohybuje v rozmezí od 25 - 30 cyklů [24]. Příliš 
vysoký počet cyklů významně zvyšuje množství vznikajících nespecifických produktů PCR 
[21]. Reakce se provádí v termocykleru, v němž se teplota mění automaticky 
v naprogramovaných časových intervalech [24]. 
  empiricky. Příliš vysoká koncentrace některé ze 
složek reakce může vést k chybám a vzniku nespecifických produktů [21]. Kromě molekuly 
DNA, jejíž úsek má být kopírován, jsou v mikrozkumavce přítomné další složky reakční 
směsi: oba primery, ekvimolární směs všech čtyř oligonukleotidů, termostabilní DNA 
polymeráza, pufr zajišťující optimální průběh reakce [23]. 
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Obr. 4: Princip PCR reakce [25] 
2.3.1.2. Komponenty PCR 
Reakční směs (obvykle v rozmezí 25 – 100 μl) se skládá z následujících složek : 
  Matrice DNA (DNA templát) – makromolekula DNA, podle které se 
komplementárně syntetizují nové řetězce DNA. Obsahuje cílová místa pro primery.  
 Oligonukleotidové primery – bývají synteticky připravené a jsou komplementární 
k templátové DNA, která má být amplifikována. Primery jsou sekvenčně specifické.   
 DNA-polymeráza – syntetizuje novou DNA ve směru 5‘→ 3’podle sekvence 
nukleotidů v komplementárním řetězci DNA od 5´ konce primeru. Ke katalýze se 
používají termostabilní polymerázy. 
 3´-deoxynukleosid-5-trifosfáty (dNTP) – (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) – stavební 
kameny pro syntézu nové DNA. Optimální koncentrace je 200 μM, toleranční 
rozpětí je 20 - 400 μM. Vysoká koncentrace dNTP (od 4 mM a výše) působí 
inhibičně, protože vyvazují hořečnaté ionty. 
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 Mg2+ ionty – jsou nezbytné pro aktivitu DNA-polymerázy. Koncentrace Mg2+musí 
být optimalizována pro každou kombinaci primerů a DNA templátu. Obvykle se 
používá koncentrace 1,5 mM Mg2+
 Pufr pro PCR – vytváří optimální prostředí pro DNA-polymerázu. Standardní 
reakční pufr obsahuje 10 mM Tris-HCl (pH 8,3 - 8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl
. Toleranční rozpětí je 0,5-0,8 mM. Vyšší 
koncentrace iontů snižuje specifiku PCR.  
2
 Voda pro PCR – používá se k doplnění směsi pro PCR na požadovaný objem. 
Nejvhodnější je voda o odporu 18 mΩ nebo voda pro injekce ČSL 4 [24]. 
. 
případně může ještě obsahovat acetamid, albumin, želatinu nebo Tween 20. 
2.3.1.3. Termostabilní DNA polymerázaa 
Jak již bylo řečeno, PCR využívá termostabilní DNA polymerázu pro opakovanou syntézu 
obou vláken. Podmínka teplotní stability enzymu je dána tím, že jedním krokem opakovaných 
cyklů je denaturace DNA, tj. oddělení komplementárních vláken templátu za vysoké teploty 
(cca 95°C) [22]. 
První enzym, který byl použit, byl izolován z bakterie Escheria coli, jako DNA 
polymeráza I (Klenowův fragment), která měla teplotní optimum při 37,5 °C. Použití tohoto 
enzymu mělo řadu nevýhod. Enzym je nestabilní při vysokých teplotách a proto vyžaduje 
opakované přidávání po denaturaci v každém cyklu. Kromě toho cílová DNA, která má počet 
parů bazí vyšší než několik set, nemůže být namnožena. K velkému pokroku došlo s objevem 
Taq DNA polymerázy, která byla izolována z termofilní bakterie Thermus aquaticus. Taq 
DNA polymeráza má teplotní optimum při teplotě 72 °C v přítomnosti hořečnatých iontů a 
dNTP. Tento enzym zůstává aktivní i po opakovaném vystavení teplotě 94 °C během 
denaturace [26]. Poločas inaktivace je přibližně 40 minut při teplotě 95 °C. Jedná se o enzym, 
který má pouze 5‘→ 3‘ polymerasovou aktivitu a postrádá 3‘→ 5‘ exonukle ázovou aktivitu, 
což znamená, že tento enzym není schopen opravovat chyby vzniklé při replikaci. Je-li 
použita k amplifikaci sekvence dlouhé 200 párů bází tato DNA polymeráza, jejíž frekvence 
inkorporace chyb odpovídá cca 2x10-4 chyb/báze, bude při 106
 klonování fragmentů 
 amplifikacích cca 56 % 
amplifikačních produktů obsahovat jednu nebo více nesprávně inkorporovaných bází. Vysoká 
přesnost PCR produktů je vyžadována především pro: 
 studium alelického polymorfismu jednotlivých RNA transkriptů 
 charakterizace jednotlivých buněčných populací v kultuře 
 charakterizace málo častých mutací    
Pro řadu aplikací však tato přesnost vyhovuje a výhodou tohoto enzymu je jeho poměrně 
vysoká procesevita, což je termín vyjadřující schopnost syntetizovat dlouhé úseky DNA. 
V případě Taq DNA polymerázy se jedná o úseky až 10 kb. K důležitým vlastnostem Taq 
DNA polymerázy patří limitovaná aktivita terminální transferasy, tj. schopnost připojovat 3´-
konce syntetizovaných fragmentů jeden nukleotid. Tyto fragmenty se nehodí pro přímou 
ligaci s fragmenty s tupými konci a je nutno je dále štěpit. 
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Kromě Taq DNA polymerázy jsou používané také Pwo  a Pfu DNA polymerázy izolované 
z mořských bakterií Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus. Tyto enzymy mají kromě 
polymerásové aktivity také 3‘→ 5‘ exonukle ázovou aktivitu, umožňující opravu chybně 
inkorpovaných deoxynukleotidů. Produkty těchto enzymů jsou syntetizovány s desetinásobně 
vyšší přesností ve srovnání s Taq DNA polymerázou. Přesnost in vitro syntézy je jedním 
z nejdůležitějších parametrů při PCR a je vyžadována především pro klonování fragmentů, 
studium alelického polymorfismu jednotlivých RNA transkriptů, charakterizaci jednotlivých 
buněčných populací v kultuře a charakterizaci málo častých mutací ve tkáni. Nevýhodou je 
nižší schopnost syntetizovat dlouhé úseky DNA ve srovnání s Taq DNA polymerázou [22]. 
Mezi další používané termostabilní DNA polymerázy patří polymeráza izolovaná 
z bakterie Thermus thermophilus (Tht). Tento enzym má teplotní optimum při 70 °C a 
v přítomnosti Mg2+
 
 je schopen působit jako reversní transkriptáza s následnou tvorbou cDNA. 
Přidání hořečnatých iontů umožňuje amplifikaci templátové DNA. Tato dvojí aktivita Tht 
DNA polymerázy umožňuje RNA-PCR, která se provádí v jedné zkumavce a vyhýbá se 
potřebě oddělené amplifikace cDNA [27]. Tato metoda se zkráceně nazývá RT-PCR (zpětná 
PCR) [18]. Vlastnosti vybraných polymeráz jsou uvedeny v Tabulce 1. 
Tabulka 1: Vlastnosti DNA polymerázy [28] 
DNA 
polymeráza 
Zdroj 
Komerční 
pojmenování 
τ50
(95 °C) 
 (min)  
 
Exonukleázova aktivita Rychlost 
syntézy 
(nucleosid/s) 
5‘→ 3‘ 3‘→ 5‘ 
Taq 
Thermus 
aquaticus 
AmpliTaq 40 + - 75 
Pwo 
Pyrococcus 
woesei 
 - - + ? 
Pfu 
Pyrococcus 
furiosus 
 > 120 - + 60 
rTth 
Thermus 
thermophilus 
 20 + - 60 
Tfl 
Thermas 
flavus 
 - -  ? 
Tli 
Thermus 
litoris 
Vent 400  - + 67 
Tma 
Thermotoga 
maritima 
 > 50 - + ? 
τ50  doba, za kterou aktivita enzymu poklesne na 50 % 
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2.3.1.4. Primery 
PCR primery jsou krátké oligodeoxyribonukleotidy nebo oligomery, které jsou navrženy 
tak, aby byli komplementární s koncovou sekvencí cílového amplikonu. Primery se většinou 
skládají z 15 - 25 nukleotidů a mají vyvážený obsah  G/C a A/T páru (přibližně 50 - 60%), 
protože každý ze dvou primerů je komplementární k různým částem cílové sekvence 
amplikonu [26]. Je důležité, aby teplota tání primerů a templátové dvoušrobovice byla 
přibližně stejná a rozdíl mezi nimi je maximálně 2 °C [29]. Teplotou taní (Tm) se rozumí stav, 
kdy je polovina molekul jednořetězcových a druhá polovina molekul dvouřetězcových. 
Teplotu tání zvyšuje přítomnost vodíkových můstků. Primery s větším obsahem G/C párů 
mají vyšší teplotu tání, než primery s nižším obsahem G/C párů, protože vazba mezi 
guaninem a cytosinem je tvořena třemi vodíkovými můstky namísto dvou vodíkových můstků 
u vazby mezi adeninem a thyminem [28]. Za přijatelnou Tm se považuje teplota v rozmezí 55 
- 65 °C [22]. K výpočtu teploty tání se používá řada vzorců [28]. 
Nukleotidové sekvence primerů nesmějí být vzájemně komplementární, aby se zabránilo 
tvorbě dimerů a netvořily se sekundární struktury [28]. Primery by neměly tvořit vnitřní 
sekundární struktury (vlásenky). Optimální koncentrace primerů v reakci je zpravidla 0,1 - 
0,6 μM, vyšší koncentrace mohou vést ke vzniku nespecifických produktů [22]. 
Komerčně dostupné syntetizátory oligonukleotidů poskytují dostatečnou čistotu (>98%) a 
primery běžných velikostí mohou být používány při PCR bez přečištění. Pro návrh primerů 
v analyzovaných oblastech sekvence DNA existuje řada počítačových programů, které 
umožňují zohlednit výše zmíněná pravidla [21]. 
2.3.1.5. Termocyklery 
Termocykler (Obr. 5) je programovatelný termostat řízený mikroprocesorem a představují 
nejpohodlnější způsob provedení PCR v laboratoři [26]. V termocykleru se teplota mění 
automaticky v naprogramovaných časových intervalech. Hlavními požadavky jsou přesnost 
teploty a rychlost přechodu mezi jednotlivými teplotami [22].  Postupným opakováním tohoto 
procesu se exponenciálně (2n, n = počet cyklů) vytváří až miliarda kopií vybraného úseku 
cílové molekuly [21]. 
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Obr. 5: Termocykler ESCO Swift MaxPro [29] 
2.3.2. Detekce PCR produktu pomocí elektroforézy v agarózovém gelu 
Gelová elektroforéza patří mezi nepraktičtější a nejvýkonnější metody používané pro 
dělení makromolekul. Použití porézních gelů (např. agarózy anebo polyakrylamidového gelu) 
umožňuje separaci molekul (fragmenty DNA) na principu síťového efektu a zároveň na 
základě elektroforetické pohyblivosti dělených látek [30]. Nukleové kyseliny obsahující 
fosfátové skupiny, nesou záporný náboj a ve stejnosměrném elektrickém poli se pohybují 
k anodě [24]. Elektroforetické gely vytvářejí složitou síťovou strukturu polymerních molekul 
s póry, jejichž velikost lze ovlivnit složením roztoku a koncentraci polymeru. Agarózové gely 
jsou vhodné pro separaci molekul nukleových kyselin o velikosti 100 bp až po zhruba 50 kbp 
[21]. 
Jednotlivé formy DNA o stejné molekulové hmotnosti mají různou pohyblivost. 
Nadšroubovicová forma je nejkompaktnější a za standardních podmínek migruje nejrychleji. 
Otevřená cirkulární forma se zpravidla pohybuje o něco pomaleji než lineární forma. 
Vzájemná pohyblivost je však závislá na podmínkách elektroforézy, zejména iontové síle 
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pufru, napětí, koncentraci ethidiumbromidu a množství nadšroubovicových závitů u 
superhelikální formy [23]. 
Po dokončení elektroforézy je třeba identifikovat polohy separovaných molekul, které 
nejsou viditelné. Molekuly DNA lze snadno zviditelnit obarvením vhodným barvivem. 
Nejčastěji je používán ethidiumbromid, který se vmezeřuje (interkaluje) mezi sousední páry 
bází v DNA a vytváří s ní komplex, který po osvětlení ultrafialovým světlem červeně 
fluoreskuje.  Molekuly DNA o stejné velikosti jsou pak na gelu patrné jako proužky, jejichž 
intenzita je úměrná koncentraci DNA. Místo ethidiumbromidu může být pro barvení 
nukleových kyselin použita také skupina fluorescenčních kyaninových barviv s komerčním 
označením SYBR [21]. 
Pro posouzení jednotlivých fragmentů se používají markery molekulových hmotností, což 
jsou směsi fragmentů DNA definovaných velikostí. Porovnání polohy získaného fragmentu 
s odpovídajícím fragmentem markeru slouží k odhadu jeho velikosti [22]. 
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3. CÍL PRÁCE 
Cílem bakalářské práce byla izolace DNA a identifikace bakterií rodu Bifidobacterium 
pomocí polymerázové řetězové reakce (PCR). Dále bylo provedeno statistické vyhodnocení 
různých typů fingerprintů získaných při amplifikaci DNA izolované z bakterií různých druhů 
rodu Bifidobacterium pomocí rep-PCR s primerem (GTG)5
 
. 
4. MATERIÁL A METODY 
Jednotlivé postupy byly provedeny podle navodů ve skriptech: Analýza vybraných druhů 
bakterií mléčného kvašení pomocí metod molekulární biologie [24]. 
4.1. Použité mikroorganismy 
Pro izolaci DNA a následnou PCR byl použit sbírkový kmen Bifidobacterium bifidum 
CCM 3762 získaný z České sbírky mikroorganismů (CCM Brno, ČR). Výsledky (gely) rep-
PCR s primerem (GTG)5 
4.2. Chemikálie 
byly převzaty z diplomové práce Krulové [31]. 
 Agar (Lachema, Brno, ČR) 
 Agaróza pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN) 
 Bromfenolová modř (Sigma, St. Louis, USA) 
 Dodecylsulfát sodný (SDS) (Lachema, Brno, ČR) 
 Ethanol (Lachema, Brno, ČR) 
 Ethidiumbromid (EtBr) (Sigma, St. Louis, USA) 
 Ethylendiaminotetraoctová kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN) 
 Fenol (Lachema, Brno, ČR) 
 Ficoll (Pharmacia, Uppsala, Švédsko) 
 Hydroxid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
 Chlorid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
 Chlorid draselný (Lachema, Brno, ČR)  
 Chloroform (Lachema, Brno, ČR) 
 Isoamylalkohol (Lachema, Brno, ČR) 
 Kyselina boritá (Lachema, Brno, ČR) 
 Kyselina chlorovodíková (Lachema, Brno, ČR)  
 Lysozym (Reanal, Budapešť, Maďarsko) 
 Octan sodný (Lachema, Brno, ČR) 
 Proteinasa K (Sigma, St. Louis, USA) 
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 RNasa A (Reanal, Budapešť, Maďarsko) 
 Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-báze) (Amresco, Solon, USA) 
 Tris-hydroxymethyl-aminomethan hydrochlorid (Tris-HCl) (Amresco, Solon, USA) 
4.2.1. Roztoky pro purifikaci a izolaci DNA 
 1 M Tris-HCl (pH 7,8)  
Navážka 121,1 g Tris-báze byla rozpuštěna v 800 ml destilované vody. Bylo upraveno pH 
roztoku na hodnotu 8,0 pomocí koncentrované kyseliny chlorovodíkové. Roztok byl doplněn 
destilovanou vodou na 1 litr a poté byl sterilizován 20 min. při 121 °C. 
 
 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
Navážka 186,1 g EDTA byla rozpuštěna v 800 ml destilované vody. Bylo upraveno pH na 
8,0 přidáním asi 20 g hydroxidu sodného. Roztok byl rozpouštěn v nádobě s magnetickým 
míchadlem. Roztok byl doplněn destilovanou vodou do 1 litru a poté byl sterilizován 20 min. 
při 121 °C. 
 
 Roztok pro lyzi bakteriálních buněk( Lyzační roztok A); (10 nM Tris-HCl, pH 7,8; 
5mM EDTA, pH 8,0) 
Bylo smícháno 10 ml 0,1 M Tris-HCl ,1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Roztok byl doplněn 
sterilní vodou do 100 ml. 
 
 Lyzační roztok s lysozymem (Lyzační roztok B) 
K lyzačnímu roztoku A byl přidán lysozym na výslednou koncentraci 3,0 mg/ml. 
 
 Proteinasa K (10 mg/ml) 
Navážka 10 mg proteinázy K byla rozpuštěna v 1 ml sterilní destilované vody. Roztok byl 
uchováván při – 20 °C. před použitím byl roztok zředěn na konečnou koncentraci 100 μg/ml. 
 
 Roztok dodecyl sulfátu sodného (20%) 
Navážka 20 g dodecyl sulfátu sodného (SDS) byla rozpuštěna v 80 ml destilováné vody 
při současném zahřívání na 68 °C. Hodnota pH byla upravena na 7,0 koncentrovanou HCl. 
Roztok byl doplněn destilovanou na objem 100 ml   
 
 Směs chloroform-isoamylalkohol 
Chloroform a isoamylalkohol byl smíchán v poměru 24:1. 
 
 Fenol (pH 7,8) 
Destilovaný fenol byl nasycen v TE pufru a hodnota pH byla upravena pomocí 
hydrogenuhličitanu sodného na 7,8. 
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 Roztok octanu sodného (3M) 
Navážka 40,81 g CH3COONa .3H2
 
O byla rozpuštěna v 80 ml destilované vody. Hodnota 
pH byla upravena pomocí ledové kyseliny octové na 5,2. Roztok byl doplněn do výsledného 
objemu 100 ml a poté byl sterilován 20 minut při 121 °C  
 TE pufr 
1 ml 1 M Tris-HCl (pH 8,0) byl smíchán s 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplněn sterilní 
destilovanou vodou do objemu 100 ml. 
4.2.2. Roztoky pro agarózovou gelovou elektroforézu 
 TBE pufr (5x koncentrovaný) 
Navážky 54 g Tris-báze a 27,5 g kyseliny borité byly rozpuštěny v 600 ml destilované 
vody. Dále bylo ke směsi přidáno 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Hodnota pH byla upravena 
pomocí 1 M NaOH na 8,0. Před použitím byl TBE pufr 10 x zředěn destilovanou vodou. 
 
 Nanášecí pufr (6 x koncentrovaný) 
Navážky 4 mg bromfenolové modři a 250 mg Ficollu 400 byly rozpuštěny v 10 ml sterilní 
destilované vody. 
 
 Agarózový gel 
Agarózový gel (1,8 %): 0,9 g agarózy bylo rozpuštěno ve 50 ml 0,5x koncentrovaného 
TBE pufru. 
4.2.3. Komponenty pro PCR 
4.2.3.1. Komponenty PCR rod Bifidobacterium 
 Standard pro DNA  
 primery (Top-Bio, Praha, ČR) 
 dNTP směs (Top-Bio, Praha, ČR) 
 Reakční pufr kompletní pro Taq DNA polymerázu (Top-Bio, Praha, ČR) 
 voda pro PCR  
 Taq DNA polymeráza (Top-Bio, Praha, ČR) 
4.3. Přístroje a pomůcky 
 Centrifuga  MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, Německo) 
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 Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 μl (PZ HTL, Varšava,  
Polsko) 
 Mikrovlnná trouba SMW 5020 (SENCOR, ČR) 
 Laboratorní váhy B0430 (Ohaus, USA) 
 Minicycler PTC-100TM (MJ Research , Watertown, USA) 
 NanoPhotometerTM (Implen, Německo) 
 Termocykler PTC-200 (BIO-RAD Lab., USA) 
 Transiluminátor TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA) 
 Zařízení pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, USA) 
 Zdroj elektrického napětí pro elektroforézu Lighting Volt Power Supply, model OSP 
300 (Owl Scientific, USA) 
 Běžné laboratorní sklo, materiál a pomůcky 
4.4. Metody 
4.4.1. Izolace bakteriální DNA- lyze buněk 
 Sediment byl resuspendován v 1 ml roztoku A. 
 Suspenze byla centrifugována při 15 000 ot/3 min.  
 K sedimentu bylo přidáno 500 μl roztoku B a směs byla dokonale rosuspendována. 
 Vzorek byl inkubován při laboratorní teplotě po dobu 1 hodiny a občas byl 
promíchán. 
 K suspenzi bylo přidáno 12,5 μl 20 % SDS a 5 μl protein ázy K (100 μg/ml) a byla 
promíchána. 
 Vzorek byl inkubován při 55 °C po dobu 1 hodiny a občas byl promíchán. 
 K suspenzi bylo přidáno 12,5 μl 10 % SDS a 5 μl protein ázy K (100 μg/ml) a byla 
promíchána. 
 Vzorek byl inkubován při 55 °C po dobu 1 hodiny. Vzorek byl občas promíchán. 
 Nakonec ke vzorku bylo přidáno 10 μl RNasy A (100 μg/ml) a směs po promíchání 
byla inkubována při 37 °C po dobu 30 minut. 
4.4.2. Deproteinace fenolovou extrakcí 
 K 500 μl lyzátu bun ěk byl přidán stejný objem fenolu (předestilovaného, pH 
upraveno na 7,8). Směs byla kývavým pohybem opatrně promíchávána po dobu 4 
min. 
 Směs byla centrifugována při 15000 ot/min po dobu 3 min. 
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 Pomocí špičky s ustřiženým hrotem byla odebrána vodní fáze s DNA do čisté 
Eppendorfovy zkumavky. 
 K vodní fázi bylo přidáno 700 μl sm ěsi chloroform-isoamylalkohol (24:1). Směs 
byla opatrně promíchávána kývavým pohybem po dobu 4 min. 
 Směs byla centrifugována při 15000 ot/min po dobu 3 min. 
 Horní vodní fáze s DNA byla odebrána do čisté Eppendorfovy zkumavky 
4.4.3. Srážení DNA 96% ethanolem 
 Ke vzorku DNA bylo přidáno 1/20 objemu 3 M octanu sodného a byl promíchán. 
 Byl přidán 800 μl 96 % ethanolu p.a. a obsah byl promíchán. 
 DNA byla vysrážena při -20 °C po dobu 15 min. 
 Vzorek byl centrifugován při 15000 ot/min po dobu 15 min. Opatrně byl slit 
supernatant a dále bylo pracováno jen se sedimentem. 
 Sediment DNA byl sušen v exikátoru po dobu 15 min. 
 DNA byla rozpuštěna v 100 μl TE pufru. 
4.4.4. Spektrofotometrické stanovení čistoty 
 Koncentrace DNA byla stanovena pomocí přístroje NanoPhotometer. 
 Absorbance vzorku byla měřena při vlnových délek 230, 260, 280 a 310 nm proti TE 
pufru. 
 Na přístroji byla přímo odečtena koncentrace vzorku DNA. 
4.4.5. Rodově specifická PCR pro rod Bifidobacterium 
Rodově specifická PCR byla provedena pomocí primerů PbiF1 a PbiF2 [32]. 
4.4.5.1. Příprava směsi PCR 
 Všechny komponenty PCR reakce byly před použitím promíchány a krátce 
centrifugovány. 
 Jednotlivé komponenty PCR směsi byly přidávány v pořadí uvedeném v Tabulce 2. 
 Jako DNA matrice byla použita  DNA izolovaná z bakterie Bifidobacterium bifidum 
CCM 3762 o koncentraci 10 ng/μl, která byla postupně ředěna desítkovým ředěním 
na koncentrace 1ng/μl, 100 pg/μl, 10 pg/μl a 1pg/μl. 
 Byla připravena negativní kontrola (místo DNA matrice byla do PCR směsi přidána 
PCR voda) a pozitivní kontrola (purifikovaná DNA bakterie rodu Bifidobacterium ) 
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Tabulka 2: Komponenty pro přípravu PCR směsi 
Komponenta Objem (μl) 
voda pro PCR 19 
10x reakční pufr kompletní 2,5 
Směs dNTP (10mM) 0,5 
Primer PbiF1 (10pmol/μl) 0,5 
Primer PbiF2 (10pmol/μl) 0,5 
Taq DNA polymeráza (1U/μl) 1 
Matrice DNA (10ng/μl, 1ng/μl, 100     
pg/μl, 10 pg/μl a 1pg/μl) 1 
CELKEM 25 
4.4.5.2. Provedení PCR 
 Všechny složky PCR směsi byly promíchány, centrifugovány a poté vloženy do 
termocykleru. 
 Na termocykleru byl nastaven optimální program pro průběh PCR reakce při detekci 
bakterií rodu Bifidobacterium dle Tabulky 3. 
 Kroky 2 až 4 byly opakovány 30x. 
 
Tabulka 3: Program PCR pro detekci rodu Bifidobacterium 
Krok Teplota (°C) Čas (min.) 
1. Počáteční denaturace 94 5 
2. Denaturace 94 1 
3. Hybridizace primerů 50 1 
4. Syntéza DNA 72 2 
5. Poslední cyklus 72 10 
4.4.6. Agarózová gelová elektroforéza 
 Byl připraven 1,8 % agarózový gel pro detekci rodově specifických PCR produktů, 
suspenze byla pečlivě rozvařena v mikrovlné troubě, nalita do misky s hřebínkem 
nechána 1 hodinu zatuhnout. 
 Vanička s gelem byla opatrně převrstvena 0,5x TBE pufrem do výšky 2-3 mm nad 
gel a byl zapnut zdroj napětí (60 V/2 hod). 
 Separace byla ukončena jakmile nanášecí pufr doputoval do 2/3 délky agarózového 
gelu. 
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 Po skončení elektroforézy byl gel barven v lázni s ethidium bromidem (1 μg/ml) po 
dobu 1 hodiny. 
 Obarvený gel byl umístěn na transiluminátoru a vyhodnocen v UV světle při vlnové 
délce 305 nm. 
 Výsledky byly zdokumentovány pomocí digitálního fotoaparátu.  
4.4.7. Vyhodnocení fingerprintů 
 Fingerprinty získané pomocí rep-PCR s primerem (GTG)5 byly porovnány pomocí 
programu BioNumerics (verse 5.1) (produkt firmyApplied Maths NV, Sint-Martens-
Latem, Belgie). Analyzovány byly fingerprinty druhů rodu Bifidobacterium. 
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5. VÝSLEDKY 
5.1. Rodově specifická PCR 
Rodově specifická PCR byla provedena pomocí primerů PbiF1 a PbiF2 [32]. Detekce 
PCR produktu o velikosti bp byla prováděna 1,8 % agarózovém gelu. Pro stanovení citlivosti 
druhově specifické PCR byla DNA izolovaná z kmene Bifidobacterium bifidum CCM 3762 o 
koncentraci 10ng/ μl naředěna na koncentrace 1ng/μl, 100 pg/μl, 10 pg/μl a 1 pg/μl. Výsledky 
jsou uvedeny na Obr. 6.    
 
Obr. 6: Agarozová geleová elektroforéza produktů PCR 
 
Tabulka 4: Výsledky agarosové gelové elektroforézy specifických PCR produktů. 
Běh Vzorek DNA Přítomnost DNA 
1 standard DNA   
2 1 ng/μl + 
3 100 pg/μl - 
4 10 pg/μl - 
5 1 pg/μl - 
6 PK (10ng/μl) ++ 
7 NK - 
PK- pozitivní kontrola s DNA izolovanou  z kmene B. bifidum CCM 3762    
NK – negativní kontrola (bez DNA) 
 
* všechny vzorky obsahovaly DNA v množsrví 1 μl. 
  1        2        3       4       5      6      7  
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5.2. Shrnutí výsledků druhově specifické PCR pomocí počítačového programu 
BioNumerics 
Při analýze fingeprintů byly výsledky gelové elektroforézy převzaty z diplomové práce 
Krulové [31]. Fingerprinty byly analyzovány pomocí programu BioNumerics (verse 5.1). 
Fingerprinty byly vyhodnocovány pomocí jednotlivých metod shlukové analýzy s použitím 
různých koeficientů dle nabídky programu a byly porovnávány vypočtené dendrogramy. 
Z více jak 40 vyhodnocených dendrogramů byl dokumentovány výsledky vypočtené pomocí 
metody UPGMA s použitím Pearsonova korelačního koeficientu (Obr. 7) a Jaccardova 
koeficientu (Obr. 8).  
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5.2.1. Metoda UPGMA s použitím Pearsonova korelačního koeficientu 
Výsledky shlukové analýzy dat pomocí metody UPGMA s použitím Pearsonova 
korelačního koeficientu jsou uvedeny na Obr. 7 a v Tabulce 5. 
 
Obr. 7:Dendrogram sestrojený na základě metody UPGMA a Pearsonova korelačního 
koeficentu 
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Tabulka 5: Rozlišení kmenů analyzovaných pomocí metody UPGMA a Pearsonova 
korelačního koeficientu 
Hladina podobnosti 
(97%) Typový kmen Kmen Skupina 
 
I B. bifidum ATTC 29521
B. bifidum RB31 
T B. bifidum RB6 B. bifidum RB12 
 
II B. gallicium DSM 16992
RB48 
 T RB32 
RB29 
III 
 
B.breve ATTC 15700
 
 T 
B.breve RB51 
B.breve RB49 
B.breve RB57 
B.breve RB20 
B.breve RB56 
B.breve RB53 
B.longum RB57 
IV B.infantis DSM 20088 RB36  T 
V 
B.animalis CCM 4988 B.animalis RB16  T 
B.animalis RB7 
B.animalis RB1 
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5.2.2. Metoda UPGMA s použitím Jaccardova koeficientu 
Výsledky shlukové analýzy dat pomocí metody UPGMA s použitím Jaccardova 
koeficientu jsou uvedeny na Obr. 8 a v Tabulce 5.  
 
Obr. 8: Dendrogram sestrojený na základě metody UPGMA a Jaccardova koeficientu 
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Tabulka 5: Rozlišení kmenů analyzovaných pomocí metody UPGMA a Jaccardova 
koeficientu 
Hladina podobnosti (%) 
 
Typový kmen Kmeny  55 80 
Skupina Skupina 
I A 
B.animalis CCM4988
RB32 
 T 
RB29 
B.animalis RB16  
B.animalis RB7 
B.animalis RB1 
 
 B.gallicum DSM 20093 T 
II  B. angulatum CCM 7093
B. bifidum ATTC 29521
 T B. bifidum RB12 
 T B. bifidum RB6 
III  B. bifidum RB31 
B.adolescentis RB30 
RB35 
IV B.infantis DSM 20088 B.longum RB27  T RB36 
V B 
 
B.breve ATTC 15700
 
 T 
B.breve RB51 
B.breve RB49 
B.breve RB57 
B.breve RB20 
B.breve RB56 
B.breve RB53 
VI  B.adolescentis CCM 4987 RB48  T 
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6. DISKUSE 
6.1. PCR pro rod Bifidobacterium 
Rodově specifická PCR byla provedena pomocí primerů PbiF1 a PbiF2 [32]. Produkt PCR 
byl detekován při koncentraci DNA 1 ng/μl. Lze tedy konstatovat, že DNA byla izolována v 
kvalitě vhodné pro PCR. 
6.2. Dendrogramy 
Fingerprinty byly vyhodnoceny pomocí jednotlivých metod shlukové analýzy s použitím 
různých koeficientů dle nabídky programu. Celkem bylo provedeno přes 40 kombinací 
výpočtů. Pro jednotlivé kombinace byly sestrojeny dendrogramy a bylo provedeno jejich 
porovnání. Kritériem pro hodnocení výsledků byl požadavek, aby typové kmeny byly 
rozděleny do samostatných skupin (klastrů). 
Pomocí shlukové analýzy metodou UPGMA s použitím Pearsonova korelačního 
koeficientu se nad hladinou podobnosti 97% vytvořilo 5 skupin. První skupina zahrnovala 
kmeny druhu B. bifidum. Do druhé skupiny byl zařazen druh  B. gallicium společně se 3  
kmeny RB48, RB32 a RB29. Třetí skupina zahrnovala kmeny druhu B.breve a B.longum. 
Čtvrtou skupiny tvořil druh B.infantis s jedním kmenem RB36. Do poslední páté skupiny byly 
zařazeny kmeny druhu B.animalis. Na hladině podobnosti 97% nebyl zařazen pouze kmen 
RB30. Pokud byla použita nižší hladina podobnosti 95,5%, byl by tento kmen zařazen do 
skupiny I mezi druhy B. bifidum. 
Při analýze fingerprintu pomocí metody UPGMA s použitím Jaccardova koeficientu byly 
zvoleny hladiny podobnosti 80 a 55%.  
Na hladině podobnosti 80% se vytvořily pouze 2 skupiny. Do první skupiny byly zařazeny 
kmeny druhu B.animalis a do druhé kmeny druhu B.breve. 
Na hladině podobnosti 55% se vytvořilo 6 skupiny. První skupina zahrnuje nejen kmeny 
druhu B.animalis, ale také sbírkový kmen  B. gallicium a dva kmeny RB32 a RB29. Druhou 
skupinu tvořil kmen B. adolescenti a kmeny druhu B. bifidum. Do třetí skupiny byl zařazen 
jeden kmen B. bifidum, jeden kmen B. adolescentis a jeden kmen RB35. Čtvrtá skupina 
zahrnovala jeden kmen B.  infantis, jeden kmen B.  longum a jeden kmen RB36. Pátou 
skupiny tvořily kmeny druhu B. breve. Pátá skupina byla totožná se skupinou 2 na hladině 
podobnosti 80%. Šestá skupina byla tvořena typovým kmenem B. adolescentis CCM 4987T a 
jedním kmenem RB48. Kmeny RB32, RB29 a RB36 nelze zařadit do konkrétního druhu, 
protože na stejné hladině podobnosti se shlukují se dvěma sbírkovým kmenům. 
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7. ZÁVĚR 
Z kmene Bifidobacterium bifidum CCM 3762   byla izolována DNA v kvalitě vhodné pro 
polymerázovou řetězovou reakci, což bylo potvrzeno PCR s rodově specifickými primery. 
Pro analýzu fingerprintů, získaných amplifikací DNA izolované z různých druhů bakterií rodu 
Bifidobacterium, pomocí rep-PCR s použitímk primerů (GTG)5
 
, se jako nejvhodnější jevila 
metoda UPGMA s použitím Pearsonova korelačního koeficientu. Tato metoda nejlépe 
zařadila typové kmeny do oddělených skupin a přiřadila do stejných skupin příbuzné sbírkové 
kmeny. K potvrzení uvedeného závěru bude však nutné analyzovat mnohem více 
finegerprintů a použít širší soubor kmenů. 
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9. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
A/T adenine a thymin 
ATCC American Type Culture Collection 
BMK bakterie mléčného kvašení 
bp páry bází (base pairs) 
CCM Česká sbírka mikroorganismů 
dATP 2´-deoxyadenosin 5´-trifosfát 
dCTP 2´-deoxycytosin 5´-trifosfát 
dGTP 2´-deoxyguanin 5´-trifosfát 
dNTP deoyxyribonukleosidtrifosfát 
dTTP 2´-deoxythymidin 5´-trifosfát 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová 
G/C guanin a cytosin 
(GTG)n (GTG)n repetetivní sekvence
PCR polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction-PCR)  
  
RNA ribonukleová kyselina 
SDS dodecylsulfát sodný 
TBE pufr Tris-borát-EDTA 
TE pufr Tris-EDTA 
Tm teplota taní (melt temperature) 
UPGMA metoda párování pomocí nevážených aritmetických průměrů 
 ( Unweighted Pair Group Metod with Arithmetic mean)  
 
